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DESCRIPCION 

Procedimiento de identification de acidos nucleicos mediante espectrometria de masas laser de de- 
sorcion/ionizacion asistida por matriz. 

La presente invencion se refiere a un procedimiento para identificar una secuencia de nucleotidos en 
una molecula de acido nucleico, mediante sondas predeterminadas de distinta masa, usando la espec- 
trometria de masas laser de desorcion/ ionization asistida por matriz. El procedimiento de la presente 
invencion tiene la ventaja de poder caracterizar simultaneamente un sinnumero de moleculas desconoci- 
das de acidos nucleicos mediante una serie de sondas distintas. Asimismo, esta invencion se refiere a un 
equipo que incluye las sondas y/o un soporte de muestras, eventualmente con moleculas de acido nucleico 
fijadas al mismo. 

La caracterizacion de acidos nucleicos es muy costosa y cara. Un ADN desconocido puede carac- 
terizarse mediante su secuenciacion. Este es el modo mas preciso de analizar ADN. No obstante, la 
secuenciacion de ADN es muy costosa y solo es necesaria si interesa la secuencia completa. En un turno 
de trabajo solo pueden secuenciarse fragmentos muy cortos de ADN (< 1000 bases nucleicas). Si hay que 
analizar a gran escala fragmentos de ADN de longitud superior a dichas 1000 bases nucleicas, es necesario 
subdividir el ADN, lo cual encarece el metodo. 

No obstante, pueden hacerse muchas afirmaciones con un menor grado de disociacion. Sin embargo, 
los procedimientos actualmente descritos tienen el inconveniente de que en determinadas circunstancias 
hay que usar radioactividad y solo puede utilizarse una sonda en cada analisis. Un procedimiento como 
este, del estado tecnico actual, contiene, por ejemplo, information parcial sobre series de distintos ADN 
25 objeto de analisis. Se puede inmovilizar una serie con varios miles de ADN-objeto sobre una fase solida y, a 
continuation, analizar conjuntamente mediante una sonda (acido nucleico con secuencia complementaria) 
si todos los ADN-objeto tienen una determinada secuencia. ,2 Mediante una hibridacion de ambos acidos 
nucleicos puede identificarse en el ADN-objeto una coincidencia con la sonda. Las sondas pueden estar 
formadas por cualquier secuencia de acidos nucleicos de diferente longitud. Existen varios procedimientos 
para seleccionar bibliotecas optimas de secuencias de sondas, que se solapen mmimamente entre si. 3,4 Las 
secuencias de las sondas tambien se pueden combinar ex profeso para descubrir determinadas secuencias 
del ADN-objeto. Esta tecnologia comienza a emplearse en la "oligoimpresion dactilar" . Una biblioteca de 
ADNs-objeto se explora con sondas cortas de acidos nucleicos. En este caso la mayorfa de las sondas tie- 
nen una longitud de solo 8-12 bases. En cada caso se hibrida sin interruption una sonda a una biblioteca 
de ADNs-objeto, inmovilizada sobre una membrana de nylon. La sonda esta marcada radiactivamente 
y la hibridacion se aprecia localizando la radioactividad. Para explorar una serie inmovilizada de ADNs 
tambien se han empleado sondas marcadas con fiuorescencia. 5 Se usa un procedimiento analogo para 
secuenciaciones multiples de ADN. 6,7 Para clonar secuencias-objeto se usan diversos sistemas vectores. 
Se reserva un clon de cada vector de clonacion, se efectua la reaction de secuenciacion, se deshacen los 
fragmentos sobre un gel y el gel se extiende sobre una membrana de nylon. A continuation se hibridan 
al ADN inmovilizado las distintas secuencias del sistema de clonacion, con lo cual se obtiene la secuencia 
perteneciente al respectivo sistema de clonacion. Aqui, la exploration del sistema de clonacion tambien 
puede realizarse mediante una sonda detectable por espectrometria de masas. 8 
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Como sondas cabe considerar cualquier molecula que pueda interactuar de modo secuencialmente 
especi'fico con un ADN-objeto. Las mas corrientes son los oligodesoxirribonucleotidos. No obstante 
para este fin tambien sirve cualquier modification de acidos nucleicos, p.ej. los acidos nucleicos peptidos 
(PNA), » los fosforotioato-oligonucleotidos o los metilfosfonato-oligonucleotidos. La especificidad de 
una sonda es muy fundamental. Los fosforotioato-oligonucleotidos no son especialmente preferidos, ya 
que la alteration de su estructura por el atomo de azufre tiene una influencia negativa en las propiedades 
de hibridacion. Ello puede ser debido a que los diastereoisomeros de los fosforotioato-oligonucle6tidos no 
se sintetizan normalmente en forma pura. En el pasado existia un problema de pureza parecido con los 
metilfosfonato-oligonucleotidos, pero los diastereoisomeros de estos oligonucleotides se sintetizan cada vez 
mas en forma pura. Una diferencia esencial entre los metilfosfonato-oligonucleotidos y los fosforotioato- 
oligonucleotidos es el esqueleto no cargado de los primeros, que hate la hibridacion menos dependiente 
de las sales tampon y confiere globalmente mayor afinidad al haber poca repulsion. Los acidos nucleicos 
peptidos tambien tienen un esqueleto no cargado, que difiere mucho qui'micamente de la estructura de 
fosfato de azucar tipica de los acidos nucleicos. El esqueleto de un PNA presenta una secuencia ami'dica 
en lugar del esqueleto de fosfato de azucar de los ADNs corrientes. Un PNA hibrida muy bien con se- 
cuencia complementaria de ADN. La temperatura de fusion de un hfbrido PNA/ ADN es superior a la del 
correspondiente hfbrido ADN/ ADN y de nuevo, la hibridacion depende relativamente poco de las sales 
tampon. 
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La espectrometrfa de masas laser de desorcion/ ionization asistida por matriz (MALDI) es un metodo 
nuevo y muy eficaz para analizar biomoleculas. 11 Se incluye una molecula de analito en una matriz absor- 
bente de luz. Con una breve pulsion laser se evapora la matriz y el analito sin fragmentar pasa a la fase 
gaseosa. Mediante choques con moleculas de la matriz se logra la ionization del analito. La aplicacion 
5 de un voltaje acelera los iones en un "tubo de vuelo" libre de campos. Debido a sus distintas masas, los 
iones adquieren aceleraciones diferentes. Los iones mas pequenos alcanzan el detector antes que los mas 
grandes. El tiempo de vuelo se convierte mediante un calculo en la masa de los iones. Las innovaciones 
tecnicas de hardware han mejorado mucho el metodo. Digna de mention es la extraction retardada 
(DE). 12 Para la DE, el voltaje de aceleracion se conecta con retraso respecto a la pulsion del laser, lo~ 

10 grando asf una mejor resolution de las senales al disminuir el mimero de choques. El proceso MALDI 
es excelente para analizar peptidos y protefnas. El analisis de acidos nucleicos es mas diffcil. 13 Para los 
acidos nucleicos la sensibilidad es 100 veces peor que para los peptidos y disminuye proporcionalmente 
con el aumento de tamano de los fragmentos. La causa es que para ionizar los peptidos y las proteinas 
solo hay que captar un unico proton. En los acidos nucleicos, como tienen un esqueleto de carga negativa 

15 multiple, el proceso de ionization por la matriz es mucho menos eficaz. En la MALDI juega un papel 
eminentemente importante la election de la matriz. Para la desorcion de peptidos se han encontrado 
algunas matrices muy efectivas, que producen una cristalizacion muy fina. Entretanto se han descu- 
bierto algunas matrices satisfactorias para ADN, aunque no han contribuido a reducir la diferencia de 
sensibilidad. Esta puede reducirse modificando quimicamente el ADN para que se parezca a un peptido. 

20 Los acidos fosforotioato-nucleicos, en que los fosfatos habituales del esqueleto estan sustituidos por tio- 
fosfatos, pueden transformarse quimicamente por alquilacion sencilla en un ADN de carga neutra. 14 El 
acoplamiento de un "marcador cargado" a este ADN modificado aumenta la sensibilidad al mismo nivel 
encontrado para los peptidos. 15 ' 16 Esta modification tambien ha abierto la posibilidad de usar matrices 
similares a las utilizadas en la desorcion de peptidos. Otra ventaja de introducir marcadores cargados 

25 es la mayor estabilidad del analisis frente a las impurezas, que dificultan mucho la identification de los 
substratos no modificados. Con la MALDI se han investigado PNAs y metilfosfonato-oligonucleotidos, y 
es factible analizarlos de este modo. 17, 18,19 

T.J. Griffin y otros (1997) Nature Biotechnol. 15, 1368-1372, revelan un procedimiento para identifi- 
30 car sitios polimorficos en ADN mediante los siguientes pasos: (i) inmovilizacion de ADN biotinizado de 
cadena doble sobre un soporte recubierto de estreptavidina, (ii) denaturalization de los ADN inmovili- 
zados, (iii) hibridacion de dos sondas de PNA con el ADN-objeto, de modo que una sonda presenta la 
secuencia nativa de nucleotidos del alelo y la otra un desajuste de una base (ambas sondas van dotadas de 
varios marcadores masicos), (iv) elimination del material no hibridado, (v) analisis del hfbrido PNA- ADN 
35 inmovilizado mediante MALDI-TOF, registrando los espectros de masas especfficos de las muestras. 

Las sfntesis combinatorias, 20 es decir la preparation de bibliotecas de sustancias partiendo de una 
mezcla de etapas previas, se realizan tanto sobre fase solida como en fase lfquida. Ante todo, la sfntesis 
combinatoria sobre fase solida se ha establecido muy pronto, porque en este caso resulta especialmente 

40 facil separar los productos secundarios. En una etapa de lavado solo se retienen los compuestos objeto 
unidos al soporte y al final de la sfntesis se afslan provocando la division de un ligador. Esta tecnica 
permite mediante una via facil la sfntesis simultanea de muchos compuestos distintos sobre una fase 
solida y, por lo tanto, obtener bibliotecas de sustancias quimicamente "puras" . 2 1,22,23 Por consiguiente, 
las clases de compuestos que se sintetizan sobre una fase solida, pero del modo conventional, es decir no 

45 combinatorio, son muy faciles de obtener mediante la qufmica combinatoria y por eso tambien se usan 
ampliamente. Esto se aplica sobre todo a las bibliotecas de peptidos, acidos nucleicos y PNA. 

La sfntesis de los peptidos se efectua uniendo el primer aminoacido con N protegido (p.ej. Boc) al 
soporte, eliminando luego la protection y reaccionando el segundo aminoacido con el grupo NH 2 liberado 
50 del primero. Los grupos amino sin reaccionar se vuelven a proteger para evitar que sigan reaccionando en 
el siguiente ciclo de la sfntesis. Se quita el grupo protector de la funcion amino del segundo aminoacido 
para que pueda acoplarse el siguiente bloque. Para sintetizar bibliotecas de peptidos se usa una mezcla 
de aminoacidos en una o varias etapas. La sfntesis de PNA y de bibliotecas de PNA se realiza de manera 
analoga. 

55 

Las bibliotecas de acidos nucleicos se obtienen principalmente mediante la sfntesis sobre fase s61ida 
partiendo de mezclas de di versos fosforoamidi to- nucleosides, la cual puede efectuarse sobre sintetizado- 
res de ADN comercialmente disponibles, sin variar los protocolos de sfntesis. Ademas se han publicado 
varios trabajos sobre la sfntesis combinatoria de bibliotecas de PNA. 24 ' 25 Estos trabajos tratan de la 
60 formation de secuencias combinatorias, es decir de la sfntesis de PNAs en los cuales se sustituyen bases 
espeefficas de la secuencia por bases degeneradas, obteniendo asf una varianza aleatoria de secuencias. 
Tambien se ha descrito varias veces el uso de metodos de espectrometrfa de masas para analizar biblio- 
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tecas combinatori as. 26,27,28,29 

Existen diversos metodos para inmovilizar ADN. El metodo mas conocido consiste en fijar un ADN 
funcionalizado con biotina sobre una superficie recubierta con estreptavidina. 30 La fuerza de union de 
5 este sistema corresponde, sin serlo, a un enlace qurmico covalente. Para conseguir el enlace covalente de 
un ADN-objeto a una superficie quimicamente preparada, es preciso que el ADN-objeto tenga la corres- 
pondiente funcionalidad. El ADN mismo no posee ninguna apropiada para ello. Hay diversas variantes 
para introducir una funcionalidad adecuada en un ADN-objeto: dos funcionalidades faciles de manejar 
son las aminas y tioles alifaticos primarios. Estas aminas reaccionan cuantitativamente con N-hidroxi- 
10 succinimidoesteres. En condiciones adecuadas los tioles reaccionan cuantitativamente con yoduros de 
alquilo. La dificultad consiste en introducir una funcionalidad de este tipo en un ADN. La variante mas 
sencilla es la introduccion mediante un cebador de una PCR. En las variantes comprobadas se emplea un 
cebador modificado en 5' (NH 2 y SH) y un ligador bifuncional. 31, 32,33 

15 Para la inmovilizacion sobre una superficie es de suma importancia, ante todo, su naturaleza. Los 
sistemas descritos hasta ahora son principalmente de silicio o metalicos (perlas magneticas). Otro metodo 
de fijar un ADN-objeto se basa en el uso de una secuencia corta de reconocimiento (p.ej. 20 bases) en el 
ADN-objeto para hibridarlo a un oligonucleotide inmovilizado sobre una superficie. 34 Para la introduccion 
de posiciones quimicamente activadas en un ADN-objeto tambien se han descrito variantes enzimaticas. 35 

20 En este caso se efectua una funcionalizacion enzimatica de NH2 en 5'. 

Tal como se ha descrito anteriormente, en el estado de la tecnica se conoce una serie de procedimientos, 
orientados sobre todo al analisis exacto de los acidos nuclei cos, Estos procedimientos son generalmente 
muy onerosos y/o caros. 
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Por lo tanto el problema tecnico motivo de la presente invention era proporcionar un metodo rapido, 
y eficiente en cuanto a costes, para identiflcar acidos nucleicos-objeto. 



Dicho problema tecnico se resuelve facilitando las formas de ejecucion caracterizadas en las reivindi- 
30 caciones de la patente. 

Asf pues, la presente invencion se refiere a un procedimiento para identiflcar una secuencia de nu- 
cleotides en una molecula de acido nucleico, el cual comprende las siguientes etapas: 

35 (a) hibridacion de moleculas de acido nucleico con una serie de sondas de distintas secuencias de 
nucleobases, en que cada sonda posee una masa diferente de todas las demas; 

(b) separation de las sondas no hibridadas; 

(c) puesta en contacto de las sondas hibridadas con una matriz que favorece la desorcion de las sondas 
40 por un rayo laser; 

(d) analisis de las sondas hibridadas y envueltas por la matriz, sobre un soporte de muestras formado 
por material conductor electrico, en un espectrometro de masas, y 

(e) determination de las moleculas de acido nucleico que presentan la secuencia, 

de modo que las posiciones de las sondas sobre el soporte de las muestras permiten una asignacion a la 
molecula de acido nucleico con la cual se hibridan. 

El procedimiento de la presente invenci6n combina ventajosamente la manera de analizar series de 
acidos nucleicos objeto (oligoimpresion dactilar) con el analisis espectrometrico de masas de acidos nuclei- 
cos y acidos nucleicos modificados. Para ello se emplea un gran numero de diversas sondas, que permiten 
identiflcar una o varias secuencias de nucleotidos en una molecula de acido nucleico. Hasta la fecha no era 
factible una combination de ambos metodos, porque la capacidad de distinguir las masas de las sondas 
no permitia ninguna conclusion clara sobre la secuencia, y la sensibilidad del analisis espectrometrico 
de masas para los acidos nucleicos no se adaptaba a las cantidades de muestra de un experimento de 
oligoimpresion dactilar. La condition para poder identiflcar una determinada secuencia es emplear en el 
procedimiento sondas que permitan una hibridacion con la secuencia-objeto. El analisis de la molecula 
de acido nucleico tiene lugar a traves de la hibridacion con una de las sondas. 

Para el especialista es evidente que una secuencia de nucleotidos objeto de analisis no siempre puede 
ser determinada de modo absoluto mediante procedimientos de hibridaci6n, ya que en condiciones de 
hibridacion rigurosas y a pesar de los llamados "desajustes" tambien puede hibridarse una sonda en 
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ciertas circunstancias (p.ej. a partir de una determinada longitud minima de una sonda o en una o mas 
posiciones del o de los desajuste(s) tolerables por la hibridacion). Por lo tanto, con una sonda de cierta 
secuencia de nucleotidos, una secuencia complementaria en la molecula de acido nucleico solo puede ser 
determinada con alguna aproximacion en una parte de las formas de ejecucion, pues junto a las secuencias 
5 exactamente complementarias, si las circunstancias lo permiten, tambien pueden determinarse otras que 
no lo son del todo. A este respecto, la secuencia de nucleotidos tambien incluye secuencias homologas de 
nucleotidos que presentan preferentemente un grado de homologia mayor del 90 % y con especial prefe- 
rencia mayor del 95%. Todas estas formas de ejecucion precedentes estan comprendidas en la presente 
invention. 

10 

Segun la election de las condiciones de hibridacion, el procedimiento de la presente invencion puede 
emplearse para identificar secuencias de nucleotidos espetificas o grupos de secuencias de nucleotidos 
caracterizadas por una secuencia similar. Si p.ej. se escogen condiciones de hibridacion rigurosas, las 
sondas empleadas solo podran hibridarse a las secuencias de nucleotidos que sean exactamente comple- 

15 mentarias de sus secuencias de nucleobases. Si por el contrario, las condiciones de hibridacion elegidas 
no son rigurosas, con las sondas empleadas podran identificarse todas las secuencias de nucleotidos cuya 
divergencia respecto a las nucleobases de la sondas sea tal, que aun permita la hibridacion en las con- 
diciones elegidas. De este modo, el procedimiento de la presente invencion tambien puede usarse para 
identificar homologos, variantes o alelos de una determinada secuencia. El especialista ya sabe que se 

20 entiende como condiciones de hibridacion rigurosas o no rigurosas; ver p.ej. Sambrook y otros, "Clonation 
molecular, manual de laboratorio" CSH Press, Cold Spring Harbor, 2- ed. 1989, Hames y Higgins (Hrsg.) 
"Hibridacion de acido nucleico, estudio practico", IRL Press, Oxford 1985. Condiciones de hibridacion 
rigurosas son, por ejemplo, hibridacion en 6 x SSC, 5 x reactivo de Denhardt, 0,5% SDS y 100 fJ>g/m\ de 
ADN desnaturalizado a 65°C y lavado en 0,1 x SSC, 0,1% SDS a 65°C. Las condiciones de hibridacion 

25 no rigurosas se distinguen de las anteriores en que, por ejemplo, la hibridacion y/o el lavado se realizan 
a una temperatura menor, p.ej. a 50°C o 55°C y la cantidad de SSC se aumenta p.ej. a 1 x o 2 x SSC. 

El procedimiento de la presente invencion tambien per mite identificar varias secuencias distintas en 
un ADN-objeto, en que las distintas secuencias sean complementarias de diferentes sondas. En el caso 
30 mas favorable, p.ej. al usar sondas con secuencias solapadas, se puede identificar o averiguar toda la 
secuencia de nucleotidos de un acido nucleico objeto. 

Con el procedimiento de la presente invencion se puede determinar primero si hay una muestra apli- 
cada al soporte que tenga una secuencia hibridable con una sonda en las condiciones elegidas. En caso 
35 positivo se puede seguir analizando y caracterizando la muestra de acido nucleico. Como en el procedi- 
miento de la presente invencion solo debe utilizarse normalmente una fraction de una muestra para el 
analisis segun la presente invencion, el acido nucleico no empleado se puede seguir investigando por los 
metodos estandar, p.ej. mediante secuenciacion. 

40 El procedimiento de la presente invencion tambien puede realizarse varias veces, de modo paralelo o 
sucesivo, variando las condiciones de hibridacion. Asi, por ejemplo, en una serie de ADNs-objeto puede 
comprobarse primero cuantos y que ADNs-objeto muestran un determinado grado de homologia, antes 
de buscar secuencias espetificas. 

45 La sonda hibridada en determinada position del soporte de muestras se asigna preferentemente a la 
muestra inmovilizada mediante un sistema informatico que, sobre una posici6n del soporte de muestras, 
asigna el correspondiente espectro registrado a un ADN-objeto fijado en la misma posicion. Preferen- 
temente, los acidos nucleicos objeto se fijan sobre la superficie o el soporte proteico siguiendo un cierto 
orden. 

50 

Tal como se ha mencionado anteriormente, el soporte de muestras esta formado por un material 
electricamente conductor, que tambien incluye la superficie del soporte de las muestras, sobre la cual se 
colocan las sondas hibridadas y envueltas por la matriz. El material de la superficie puede ser diferente 
al del soporte de las muestras. 

55 

La superficie, en la cual las sondas para la espectrometria de masas deben estar directa o indirect a- 
mente inmovilizadas, debe estar acondicionada para poder funcionar como un soporte de muestras de un 
espectrometro de masas (figura 2). Esto significa que debe estar formada por un material electricamente 
conductor, ya que, para conseguir una aceleracion estable de las moleculas ionizadas de la sonda, hay que 
60 aplicar una tension definida. En una superficie no conductora se formarfan cargas electrostaticas, con lo 
cual se observaria un desplazamiento de masas debido a la perturbation del voltaje y resultaria imposible 
asignar las masas. 
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A continuation se describen formas de ejecucion preferidas de la presente invention, que tambien 
pueden tomarse de los ejemplos. 

5 En una forma de ejecucion preferida del procedimiento de la presente invention, las moleculas de acido 
nuclei co se transfieren a la superficie de un soporte, antes o despues de la etapa (a). Como soporte son 
apropiadas p.ej. las "perlas magneticas" y las perlas de plastico o de vidrio, funcionalizadas por ejemplo 
con estreptavidina o con grupos amino, SH o epoxi. 

10 En una forma de ejecucion especialmente preferida, la superficie del soporte es del mismo material 
electricamente conductor que conforma el soporte de las muestras. Esta forma de ejecucion permite una 
realization relativamente sencilla del procedimiento, porque, una vez efectuada la hibridacion, ya no es 
necesario transferir las moleculas de acido nucleico al soporte de las muestras. 

15 En otra forma de ejecucion especialmente preferida del procedimiento de la presente invention, el so- 
porte, que lleva incorporadas a su superficie las moleculas de acido nucleico con las sondas hibridadas, se 
aplica antes de la etapa (c) sobre el soporte de muestras formado por material electricamente conductor. 
La fijacion puede lograrse p.ej. mediante la propia matriz o anadiendo nitrocelulosa a la matriz. 

20 En una forma de ejecucion tambien especialmente preferida, las sondas hibridadas se desprenden de 
las moleculas de acido nucleico antes, despues o por el contacto con la matriz en la etapa (c), y se aplican 
sobre el soporte de muestras formado por material electricamente conductor. En esta forma de ejecucion 
se desnaturalizan los complejos de moleculas de acido nucleico y sondas hibridadas, aplicando solo las 
sondas al soporte de muestras. La denaturalization puede efectuarse por los metodos conocidos, como 

25 P-ej. la de tipo alcalino o termico, o tambien mediante la solution acida de matriz. 

En otra forma de ejecucion preferida, el soporte de las muestras posee una superficie metalica, recu- 
bierta de vidrio o modificada qui'micamente, que permite fijar el ADN-objeto. 

30 En otra forma de ejecucion preferida del procedimiento de la presente invention, la inmovilizacion de 
las moleculas de acido nucleico en la superficie del soporte de muestras tiene lugar a traves de una funcion 
NH2, epoxi o SH, recubriendo la superficie del soporte de muestras con un silicato o silano, mediante una 
interaction protema- substrato, protema-protema o protema- acido nucleico, o mediante una interaction 
de dos componentes hidrofobos. 

35 

Si p.ej. el soporte de muestras se recubre de oro, puede tener lugar un acoplamiento del ADN-objeto 
mediante las funciones SH o NH 2 introducidas durante la preparation biomolecular del ADN-objeto. 
Tambien cabe la posibilidad inversa de fijar ADN convenientemente modificado a las particular de oro 
funcionalizadas. La firma Nanoprobes Inc., Stony Brook, NY, ofrece comercialmente, por ejemplo, na- 

40 noparticulas de oro combinadas con estreptavidina o con funciones amino. Como ya se ha dicho, otra 
posibilidad consiste en recubrir de vidrio la superficie metalica del soporte de muestras. A continuation, 
mediante una funcionalizacion amino se puede conseguir un acoplamiento del ADN-objeto, unido por una 
grupo SH a un ligador bifuncional (p.ej. SIAB, Pierce Chemical, Rockford, IL, USA), a la superficie de vi- 
drio. Otra variante es el recubrimiento directo de la superficie metalica con trimetoxi-3-aminopropilsilano. 

45 Luego, como arriba, se puede acoplar un ADN-objeto al grupo amino mediante un ligador bifuncional. 

En una forma de ejecucion especialmente preferida, la interaction substrato-pro tenia consiste en un 
enlace biotina-estreptavidina o anticuerpo-antfgeno. Los soportes de muestras MALDI suelen ser de me- 
tal (p.ej. de hierro), al que sin mas modification pueden inmovilizarse proteinas o moleculas de ADN. 
50 Una posibilidad de inmovilizacion es el recubrimiento de la superficie de hierro con oro, porque permite 
la union de p.ej. funciones SH. Luego para el acoplamiento pueden utilizarse ligadores bifuncionales, 
que poseen un grupo SH y otra funcion, adaptados a la funcionalizacion del ADN-objeto. Si, p.ej., el 
ADN-objeto esta bifuncionalizado, el ligador deberia acoplarse con estreptavidina. Si el ADN-objeto esta 
funcionalizado con NH 2 , el ligador puede ir provisto entonces de un grupo N-hidroxisuccinimidilester. 

55 

En otra forma de ejecucion especialmente preferida, la interaction protein a-acido nucleico es un enlace 
del acido nucleico a Gen32, una protema que fija de modo secuencialmente especifico ADN de cadena 
unica. 

60 En otra forma de ejecucion especialmente preferida de la presente invention, las sondas empleadas 
son acidos nucleicos provistos de un marcador masico. Segun esta forma de ejecucion las sondas pueden 
llevar varios marcadores, localizados en diferentes posiciones, p.ej. en el extremo 5'y 3'. Por combination 
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de la cantidad y localization de los marcadores masicos, eventualmente junto con marcadores cargados, 
puede incrementarse claramente la versatilidad y sensibilidad del procedimiento la presente invention. 

En una forma de ejecucion especialmente preferida, los marcadores masicos son al mismo tiempo mar- 
5 cadores cargados, mientras que en otra forma de ejecucion especialmente preferida, los acidos nucleicos 
van provistos de un marcador cargado adicional. 

La introduction de marcadores cargados puede realizarse segun el metodo de Gut y otros. 15,16 Un 
substrato aminofuncionalizado (1 mM) se mezcla en un tampon de trimetilamina/C02 (pH = 8,5, 200 

10 mM), sobre hielo a 0°C, con 1 % de w-trimetil-amoniohexanoato de N-hidroxi-succinimidilo (CT). Al cabo 
de 30 minutos, el tampon volatil y el disolvente se destilan al vacfo. El substrato aminofuncionalizado 
puede ser p.ej. una biblioteca de sondas de distintas masas, preparada combinatoriamente. Variando la 
longitud y la nationalization del CT, las masas de la biblioteca-substrato pueden modificarse en una 
cuantfa definida (fig. 3). Como en la sfntesis combinatoria, se prepara p.ej. una biblioteca de 64 sondas 

15 de distintas masas (fig. 4), abarcando un intervalo de masa de 200 Da, los marcadores masicos/cargados 
incrementan respectivamente las masas en unidades de 200 Da, es decir, la primera sfntesis combinatoria 
se prepara con el marcador masico mas pequeno posible, la segunda con un marcador masico/cargado 
200 Da mas pesado, la tercera con un marcador masico/cargado otros 200 Da mas pesado, y asf su- 
cesivamente. Teoricamente el intervalo puede ampliarse a discretion, siempre que el espectrometro de 

20 masas usado sea capaz de resolver la diferencia entre masas vecinas y que la sfntesis parezca practicable. 
Para sondas con 10 nucleobases se obtiene una masa basica de 2600-2800 Da. Con los espectrometros de 
masas actualmente disponibles, el intervalo de masas utilizable con suficiente exactitud es inferior a 4000 
Da. Con ello pueden usarse siete conjuntos de 64 sondas (en total 448 sondas). En las figuras 5 y 6 se 
representan unos result ados obtenidos con esta forma de ejecucion. 

25 

En un sintetizador automatico, la sfntesis de peptidos transcurre desde el extremo terminado en C 
hasta el extremo terminado en N, la sfntesis de acidos nucleicos desde el extremo 3' hasta el 5'. Cabe la 
posibilidad de unir un grupo amino primario a uno o ambos extremos, a fin de lograr luego la modification 
de las masas mediante una o dos funcionalizaciones. Como alternativa, la modification de las masas de 

30 una biblioteca de sondas combinatoriamente preparadas tambien se puede conseguir introduciendo al- 
gunos eslabones de masa definida (p.ej. aminoacidos en una sfntesis combinatoria de PNAs) antes de 
agregar los eslabones combinatorios. El primer sistema combinatorio empieza directamente en el soporte. 
Para el segundo sistema combinatorio, primero se acoplan p.ej. dos valinas. La valina tiene una masa 
de 99 Da. Con dos valinas se consigue increment ar la masa del segundo sistema combinatorio en 198 

35 Da respecto al primero. En la tercera sfntesis combinatoria, primero se acoplan cuatro valinas, con lo 
cual la masa de este conjunto es 396 Da mayor. En el metodo arriba descrito, todavfa puede agregarse 
posteriormente un marcador cargado, siempre necesario, al extremo terminado en N. Otra posibilidad 
consiste en acoplar primero los marcadores cargados a la fase solida y, a continuation, proseguir con la 
sfntesis combinatoria. 

40 

Otra variante consiste en incorporar simultaneamente varias cargas fijas de la misma polaridad. Asf 
se puede limitar el intervalo de detection. En un espectrometro de masas, una molecula con dos cargas 
se contempla por la correspondiente mitad de la masa, lo cual puede ser una ventaja cuando la resolution 
del espectrometro de masas disminuye mucho a masas superiores. Arriba se describe como agregar car- 
45 gas positivas fijas a una sonda. Las cargas negativas fijas pueden aportar ventajas similares. Las cargas 
positivas y negativas pueden prepararse por metodos analogos. 

Para la localization, cantidad y combination de los marcadores cargados son validas las correspon- 
dientes ejecuciones realizadas en relation con los marcadores masicos. Asf, con marcadores cargados en 

50 los extremos 5' o 3' de las sondas de acido nucleico puede mejorarse la sensibilidad del analisis. Esto es 
valido, especialmente, cuando ademas se consigue neutralizar la carga mediante la introduction de grupos 
alquilfosfonato en posiciones no aleatorizadas (vease abajo). Con el marcado masico, unido forzosamente 
a los marcadores cargados, se facilita ademas el analisis de los fragmentos resultantes de la division en los 
grupos fosforotioato. Tambien se pueden emplear fosforoselenoatos para conseguir una division preferente 

55 en determinadas posiciones. 

En otra forma de ejecucion preferida del procedimiento de la presente invention, las sondas son 
moleculas de acido nucleico modificadas. 

60 Segun una forma de ejecucion especialmente preferida, en el caso de dichas moleculas de acido nucleico 
modificadas se trata de PNAs, acidos alquilfosforotioato-nucleicos o acidos alquilfosfonato-nucleicos. 
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En otra forma de ejecucion preferida, las sondas para el procedimiento de la presente invention se 
preparan por sintesis combinatoria en fase solida, que se realiza p.ej. mediante la habitual sintesis en fase 
solida Boc, aplicada tambien comercialmente a la sintesis de sustancias puras de PNA. En este caso se 
introducen las cuatro (o mas de una) bases adenina, guanina, citosina y timina dentro de una secuencia 
5 ya establecida del PNA que constituye las sondas. Esto tiene lugar utilizando no solo uno, sino varios 
eslabones sinteticos en una etapa de la sintesis en fase solida. Mediante variaciones en algunas de tales 
posiciones se forma una biblioteca de PNA. Como complemento a la sintesis de PNA se puede agregar un 
marcador cargado al grupo amino terminal libre. Asi se mejora el campo dinamico del analisis MALDI 
de PNA. 

10 

Por lo tanto, segiin una forma de ejecucion especialmente preferida, los distintos eslabones de bases 
en la sintesis de fase solida se marcan de tal modo, que sus masas o las masas de las sondas sintetizadas 
partiendo de ellos sean distinguibles en el espectrometro de masas. Este marcado se efectua introdu- 
ciendo en el esqueleto una modification masica distinta en correspondencia con la base (figura 7). De 
15 esta manera, las sondas sinteticas adquieren masas espetificas para sus secuencias. Luego, con la union 
de las sondas a un ADN-objeto inmovilizado sobre la placa MALDI, los datos de masas accesibles por 
el ensayo MALDI permiten extraer unas conclusiones claras sobre las secuencias de las sondas de PNA 
respectivamente hibridadas. 

20 En otra forma de ejecucion especialmente preferida del procedimiento de la presente invention, las 
bases se marcan con un grupo metilo, etilo, propilo, con un grupo alquilo ramificado o lineal, con un 
grupo alquilo, alcoxi alquilo, alquilarilo, arilalquilo, alcoxiarilo o ariloxialquilo ramificado o lineal susti- 
tuido con halogeno, o con alguna de sus variantes con deuterio u otros isotopos. Dado que al utilizar 
eslabones sin bases modificadas, la masa molecular facilita igualmente conclusiones sobre la composition 

25 las bases, pero no sobre la secuencia, se usan eslabones con marcadores masicos (o sea monomeros 
de PNA sustituidos en el esqueleto), caracterizados dentro de la biblioteca de PNA para cada position 
aleatorizada. Como en esta forma el eslabon sintetico de una base determinada tiene en la position x 
una masa diferente que en la position y, con igual composition bruta tambien pueden distinguirse las 
distintas secuencias a traves de la masa molecular. Los respectivos sustituyentes se eligen por calculo 

30 numerico, de modo que a cada secuencia imaginable le corresponda una masa establecida en virtud del 
tipo de sintesis de biblioteca descrito. 

La sintesis de bibliotecas de sondas de acido nucleico se realiza en el sintetizador, colocando mezclas 
de distintos derivados de nucleosidos (generalmente fosforamiditas) en las posiciones por aleatorizar. Las 
35 bibliotecas resultantes tambien pueden utilizarse como sondas en el procedimiento arriba descrito. Para 
distinguir las diferentes secuencias dentro de la biblioteca hay que romper un determinado enlace, p.ej. 
en las uniones fosfodiester situadas a un lado fijo de las posiciones aleatorizadas. 

En otra forma de ejecucion preferida del procedimiento de la presente invention, las sondas van por 
40 tanto provistas de, al menos, una modification en una position definida y alejada de los nucleotidos alea- 
torizados, que facilita una division de las mismas. 

En una forma de ejecucion especialmente preferida, esta modification consiste en introducir un grupo 
fosforotioato y/o una base de ARN y/o un enlace fosforotriester. 

45 

Si la sonda contiene tres posiciones aleatorizadas, se necesitan como minimo dos de dichas roturas 
de enlace (figura 10). Entonces resultan tres fragmentos que contienen respectivamente una position 
aleatorizada y por tanto, en virtud de la composicidn ya conocida, permiten deducir la base variable. 
La division en los enlaces descritos puede resultar incompleta, lo cual permite la inclusion de fragmentos 

50 mayores para asegurar la information de la secuencia o para concretar en caso de ambiguedad. La rotura 
especifica de enlace en las posiciones aleatorizadas se lleva a cabo introduciendo grupos fosforotioato en 
dichos puntos, ya durante la sintesis de la biblioteca. Estos grupos pueden primero hidroxialquilarse con 
halogenuros de hidroxialquilo y despues dividirse selectivamente en condiciones basicas. Como alterna- 
tiva se pueden preparar muestras que incorporen uracil junto a una position aleatorizada. Mediante la 

55 uracil- ADN glucosilasa y un tratamiento alcalino posterior puede romperse el esqueleto en este punto. 

La matriz suele elegirse de manera que presente un alto coeficiente de extincion a la longitud de 
onda seleccionada y favorezca la formation de cargas. En otra forma de ejecuci6n preferida del pro- 
cedimiento de la presente invention, la matriz, que favorece la desorcion de las sondas por irradiation 
60 laser, consta de una solution de acido a-ciano-4-hidroxicinamico en acetona en proportion 1:9 hasta 9:1, 
preferentemente en proportion 1:1, o de una mezcla de a-ciano-4-hidroxicinamato de metilo y acido a- 
ciano-4-metoxicinamico o sinapico o sus derivados metflicos en proportion 1:9 hasta 9:1, preferentemente 
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en proporcion 1:1. 

En otra forma de ejecucion preferida del procedimiento de la presente invencion, la matriz consta 
de acido a-ciano4-hidroxicinamico o de una mezcla de a-ciano-4-hidroxicinamato de metilo y acido a- 
5 ciano-4-metoxicinamico o a-ciano-4-hidroxicinamico o sinapico o sus derivados metilicos en proporcion 
1:99 hasta 99:1, preferentemente en proporcion 1:1, que se aplica al soporte de muestras MALDI como 
solucion en acetona, isopropanol, acetonitrilo, etanol, metanol o agua, o en una mezcla de dos o mas de 
estos disolventes. 

10 El principio del marcaje masico, arriba descrito para determinados eslabones en posiciones estableci- 
das, puede ser utilizado para diversas bibliotecas parciales, que a su vez pueden reunirse en una biblioteca 
mayor. 

Por tanto, en otra forma de ejecucion preferida se preparan las sondas como bibliotecas parciales, dota- 
15 das de distintos marcadores de masa y/o carga. Para poder referir una masa analizada a una determinada 
biblioteca parcial, estas bibliotecas parciales tambien deben marcarse masicamente al sintetizarlas, lo cual 
se realiza de modo apropiado mediante aminoacidos naturales que, en una sfntesis de fase solida, se unen 
facilmente a la biblioteca de PNA. Con el marcaje masico de distintas bibliotecas parciales puede am- 
pliarse considerablemente el intervalo de masas disponible para el analisis de toda la biblioteca. 



20 



25 



Asimismo, la presente invencion se refiere a un equipo que contiene sondas y/o un soporte de muestras, 
eventualmente con las moleculas de acido nucleico fijadas. El soporte de las muestras lleva un tratamiento 
superficial, tal como se ha expuesto anteriormente, permitiendo asi la fijacion de los acidos nucleicos. El 
pretratamiento tiene lugar preferiblemente por via quimica. 



Las figuras representan: 
Figura 1 

30 Esquema de la impresion dactilar con exploration espectrometrica de masas. 

1) Biblioteca preparada combinatoriamente de sondas distinguibles por la masa. 2) La biblioteca se 
hibrida a un ADN-objeto inmovilizado sobre una placa MALDI. Solo las sondas con secuencias comple- 
mentarias a las del ADN-objeto se fijan a el. Tras un lavado intenso se aplica una matriz MALDI. 3) 
35 Mediante un analizador de masas se identifican las sondas hibridadas. 

Figura 2 

Representation esquematica del recubrimiento de una placa MALDI e inmovilizaci6n de una serie de 
40 ADNs-objeto. Si la inmovilizacion no es covalente, se suelta el ligador bifuncional. 

Figura 3 

Marcadores de masa/ carga en N terminales. 

45 

En el extremo 5' de un acido nucleico o de una version modificada de un acido nucleico o en el 
extremo N terminal de un PNA puede introducirse un marcador cargado. fiste contiene un grupo N- 
hidroxi-succinimidoester y un grupo amonio cuaternario. Ambas funcionalizaciones estan separadas por 
un grupo Ri que sirve para variar la masa de los marcadores cargados (el acoplamiento de los marcadores 
50 cargados se realiza a pH ligeramente basico (8,5) en solucion acuosa sobre hielo. La reacci6n se completa 
en 30 minutos). 

Figura 4 

55 Mezcla 1:1 de PNA no modificado y PNA con marcador cargado. 

Se ha analizado con una matriz de a-ciano-4-hidroxicinamato de metilo un PNA con marcador car- 
gado y uno sin modificar en mezcla 1:1. Es evidente la distinta sensibilidad. La secuencia incompleta 
(1983 Da), acortada en una base y con marcador cargado, da una serial mucho mas fuerte que la secuencia 
60 no modificada (2074 Da). 
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Figura 5 

Distribution de masas en una biblioteca de PNA de 10 monomeros. 

5 Dos posiciones de la secuencia estan sintetizadas con bases degeneradas (TCGA). La secuencia es 
NTTGTTTTCN. De ahf resultan 9 PNAs de distinta masa. En la biblioteca de PNA, CC = 2810 Da, 
CT = TC = 2825 Da, CA = AC = 2834 Da, TT = 2840 Da, TA = AT = 2849 Da no distinguible de CG 
= GC = 2850 Da, AA = 2858 Da, TG = GT = 2865 Da, AG = GA = 2874 Da y GG = 2890 Da. En 
general se observa separation de isotopica. La biblioteca completa de PNA va provista de un marcador 
10 cargado, a traves de una sola etapa de reaction. El analisis MALDI se realizo en una matriz formada por 
una mezcla 1:1 de acido a-ciano-4-metoxicinamico y a-ciano-4-hidroxicinamato de metilo. 

Figura 6 

15 Marcaje masico/con carga 

Una biblioteca de PNA de 10 monomeros, con 2 posiciones degeneradas por sintesis, se ha dotado de 
un marcador masico/ cargado. La secuencia es NTTGTTTTCN. Se muestra una mezcla de material de 
partida y biblioteca de PNA marcada en una matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico. Es evidente la 
20 ventaja de introducir un marcador de carga fija a la biblioteca. Las senales de la biblioteca con marcador 
cargado son detectables a igual concentration, mientras que los PNAs sin modificar no pueden detectarse. 
Es reconocible la secuencia incompleta acortada en una base. 

Figura 7 

25 

Principio de la sintesis de bibliotecas de PNA empleando sintesis con marcador masico, efectuadas en 
paralelo, y eslabones L(posici6n aleatorizada) con marcador masico. En las posiciones aleatorizadas se 
utilizan distintas bases con unos sustituyentes tambien distintos en el esqueleto de PNA (como marcado- 
res masicos). La masa de la correspondiente molecula de PNA esta asignada claramente a su secuencia. 

30 

Figura 8 

Espectro de masas MALDI calculado para una biblioteca de PNA. 

35 Dos distintas sintesis en fase solida (una de ellas con marcador masico), con 32 secuencias diferentes 
cada una, dan 64 picos masicos distintos, cada uno de los cuales esta asignado a una secuencia especffica 
de una biblioteca de PNA con 3 posiciones variables de 4 bases (A, C, G y T respectivamente). El calculo 
se basa en los sustituyentes relacionados en la tabla 1 y se ha realizado con el programa informatico 
MASP (© Dr. Christoph Steinbeck). 

40 

Figura 9 

Posibles eslabones de sintesis de PNA para la sintesis combinatoria en fase solida Boc, usados tambien 
para sintetizar bibliotecas de PNA de masas distinguibles. Estan representados los eslabones con marca- 
45 dor masico que figuran en la tabla 1. 

Figura 10 

Analisis secuencial de sondas mediante roturas de enlace especificas. 

50 

Las distintas secuencias de una biblioteca de sondas de ADN tambien pueden identificarse por espec- 
trometria de masas mediante roturas especificas de enlace en las posiciones aleatorizadas (N = A, G, C o 
T). Durante la sintesis en fase solida ya se introduce un grupo fosforotioato en estas posiciones, por donde 
el ADN puede dividirse especfficamente (p.ej. con yodoetanol). Esto esta representado esquematicamente 
55 sin considerar la naturaleza quimica exacta de los fragmentos. La masa de los fragmentos permite deter- 
minar claramente toda la secuencia, sin tener que efectuar la secuenciacion completa, ya que la secuencia 
es conocida en su mayor parte. El sustituyente Ri designa otra secuencia de ADN cualquiera, R 2 otra 
secuencia cualquiera o -H. R 3 representa -OH (fosfodiester) o alquilo- (alquilfosfonato). 

60 Figura 11 

Mezcla de sondas de PNA con "marcador cargado" CCXCAGCC (X = A, G, C, T) hibridada a un 
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ADN-objeto inmovilizado sobre Eupergit, la secuencia complementaria es CCCCAGCC. El espectro de 
abajo muestra la mezcla de partida, y el espectro de arriba una hibridacion claramente preferida de la 
secuencia complementaria CCCCAGCC. 

5 Figura 12 

CCTCAGCC con "marcador cargado" , complementario del ADN-objeto inmovilizado sobre el soporte 
de muestras MALDI y detectado tras incorporar la matriz de acido 4-hidroxi-a-ciancHcinamico, sin mo- 
vimiento del soporte de muestras durante la medicion. 

10 

Los ejemplos aclaran la presente invencion. 
Ejemplo 1 

15 Exposicion de todo el procedimiento de la presente invencion 

Se recubre una placa MALDI con un substrato que permite la inmovilizacion de un producto de PCR 
modificado qufmicamente (p.ej. una superficie funcionalizada con NH 2 ). A dicha superficie se transfiere 
y se fija una serie de ADNs-objeto. La serie se hibrida con una biblioteca de sondas, preparada del 
20 modo descrito. Los componentes complement arios de la biblioteca de sondas se unen a los respectivos 
ADNs-objeto. A continuation se lava a fondo para eliminar las sondas no unidas. Se aplica la matriz y 
la placa MALDI se coloca en el espectrometro de masas. Con el laser se explora cada punto donde se 
encuentra un ADN-objeto y se realiza un analisis masico de las sondas unidas a estos ADNs-objeto. 

25 Ejemplo 2 

Analisis de una biblioteca de PNA provista de marcadores cargados 

Una biblioteca de PNAs se dota de marcadores cargados en una smtesis como la descrita aquf. La bi- 
30 blioteca de PNAs se disuelve y diluye en acetonitrilo al 50%. La matriz MALDI (en este caso una mezcla 
1:1 de acido a-ciano-4-metoxicinamico y a-ciano-4-hidroxicinamato de metilo en acetona) se anade a la 
placa MALDI. El disolvente se evapora enseguida. Despues se agregan 0,5 ml de la solution CT-PNA a 
la matriz secada. Tras la evaporation de este disolvente se traslada la placa MALDI al espectrometro de 
masas y se analiza la sonda. El resultado se muestra en la figura 5. 

35 

Ejemplo 3 

Analisis de una serie de ADNs-objeto mediante CT-PNA s 

40 Una biblioteca de CT-PNAs preparada combinatoriamente de la manera descrita se hibrida a una 
serie de ADNs-objeto, inmovilizada sobre una placa MALDI. Las sondas que encuentran una secuencia 
complementaria en un ADN-objeto quedan unidas. Luego se lava la placa MALDI para eliminar todos 
los componentes sobrantes de la biblioteca. Se anade la matriz sobre la placa MALDI y esta se traslada al 
espectrometro de masas para su analisis (figura 1). Un ADN-objeto desconocido se caracteriza mediante 

45 las sondas hibridadas. Las analogfas entre distintos ADNs-objeto se destacan porque se unen a ellos las 
mismas sondas. 

Ejemplo 4 

50 Analisis de una serie de ADNs-objeto mediante sondas 

Las sondas se preparan individualmente y luego se reunen en una biblioteca. Es esencial que ninguna 
masa quede cubierta por dos sondas di stint as. Esta biblioteca de sondas se usa para hibridarla a una 
serie inmovilizada de ADNs-objeto. Las sondas no fijadas se eliminan por lavado. Se aplica la matriz y 
55 las sondas unidas se analizan en el espectr6metro de masas. 

Ejemplo 5 

Preparacion de bibliotecas parciales y analisis MALDI 

60 

La figura 8 y la tabla 1 muestran un ejemplo preferido de una biblioteca de PNA con una clara re- 
lation entre la masa y la secuencia. En un PNA cualquiera deben variarse tres posiciones en la smtesis 
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combinatoria de fase solida. Para 4 bases distintas, ello corresponde a 64 posibles compuestos. En el 
presente ejemplo se realizan dos sintesis separadas con los eslabones indicados en la tabla 1. Ademas, 
la sintesis 2 se marca masicamente agregando dos unidades de valina. Cada sfntesis parcial proporciona 
32 compuestos distinguibles por su masa. Ambas bibliotecas parciales pueden reunirse luego en una 
5 biblioteca de 64 secuencias distintas con su correspondiente masa especifica. 

La figura 8 muestra el espectro de masas MALDI calculado para esta biblioteca. Los 64 picos no se 
solapan, cada uno corresponde a una secuencia especifica de una biblioteca de PNA con tres posiciones 
aleatorizadas de bases (cada una con 4 bases). 

10 

Ejemplo 6 

Tratamiento de la superfi.de del soporte de muestras MALDI 

15 En una variante preferida del proceso, la superficie del soporte de muestras MALDI se recubre pri- 
mero con silicato y a continuation se funcionaliza con epoxi-silano. Alternativamente tambien puede 
aplicarse un polimero acrilico funcionalizado con epoxi a la superficie metalica. El ADN-objeto se une 
covalentemente a la superficie mediante los grupos epoxi. En una variante especialmente preferida, el 
ADN a inmovilizar se dota primero de un grupo amino primario. Los grupos epoxi no reaccionados se 

20 desactivan seguidamente con un exceso de una amina y el proceso se continua como en el ejemplo 4. 

Ejemplo 7 

Formation de una biblioteca con 44$ sondas 
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Se realizan 7 sintesis segun el metodo descrito en el ultimo ejemplo y, a continuacion, se acoplan los 
marcadores masicos/cargados. 



Campo masico 



1.64 sondas: marcador cargado-TCPiGAP 2 GAP 3 G 2600-2800 Da 

2.64 sondas: marcador cargado+200 Da marcador masico-TCPi AGP 2 GAP 3 G 2800-3000 Da 

3.64 sondas: marcador cargado+400 Da marcador masico-TCPiAGP 2 AGP 3 G 3000-3200 Da 

4.64 sondas: marcador cargado+600 Da marcador masico-TCPiAAP 2 AGP 3 G 3200-3400 Da 

5.64 sondas: marcador cargado+800 Da marcador masico-TCPiAAP 2 GAP 3 G 3400-3600 Da 

6.64 sondas: marcador cargado+1000 Da marcador masico-TCPiGAP 2 GAP 3 G 3600-3800 Da 

7.64 sondas: marcador cargado-hl200 Da marcador masico-TCPiGAP 2 AGP 3 G 3800-4000 Da 



En la serie sintetica anterior, la sexta sintesis representa un control interno. Como alternativa tambien 
se puede realizar la siguiente sintesis: 



6.64 sondas: marcador cargado-hlOOO Da marcador masico-TCPiGGP 2 GAP 3 G 3600-3800 Da 



Ejemplo 8 

Inmovilizacion covalente de un ADN-objeto sobre una superficie metalica 
1. Recubrimiento de la superficie metalica con silicato y silanos 
Variante A 

Se disuelven 50 mg de silicato s6dico (Aldrich) en 600 jzl de agua agitando y calentando, y se mezcla 
gota a got a con 100 pi de metanoL La sohicion no debe enturbiarse al cabo de 15 minutos de estar en 
reposo. Sobre la placa previamente limpiada se aplica una capa uniforme de esta solucion con un pano 
suave y se deja secar a temperatura ambiente. La placa se sigue secando 15 minutos a 50° C y se lava en 
metanol. Luego se vuelve a calentar 15 minutos a 50° C y el silicato no polimerizado se elimina lavando 
con agua. La placa metalica "vitrificada" se trata 20 minutos con una solucion de 3-(aminopropil)- 
trietoxisilano (al 2% en acetona:agua/95:5), se lava con metanol y se seca a 50°C. 
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Variante B (preferida) 

A la solucion de silicato descrita en A) se le aiiade un 5% de 3-(aminopropil)-trietoxisilano y con un 
pafio suave se aplica una capa uniforme sobre la placa metalica. Tras secar a temperatura ambiente, la 
5 superficie se expone durante 30 s a los vapores de acido clorhfdrico concentrado, con lo cual adquiere una 
turbidez lechosa. La placa se seca 15 minutos a 50° C, se lava con metanol y agua, y luego se vuelve a 
secar. 

Variante C 

10 

La placa previamente limpiada se silaniza durante 30 minutos en una disolucion de 3-(aminopropil)- 
trietoxisilano (al 2 % en acetona:agua / 95:5). La placa se seca, se lava con metanol, se calienta 15 minutos 
. a 50° C y se lava con agua. 

15 Variante D 

De manera analoga a las variantes A, B y C tambien es factible la funcionalizaci6n con tioles, usando 
3- (mercaptopropil)-trietoxisilano 

20 2. Pretratamiento de un soporte metdlico con epoxisilanos 

Se recubre con silicato un soporte metalico de muestras, tal como se ha descrito arriba. La superfi- 
cie se lava varias veces con agua bidestilada. Una vez seco, el soporte de muestras se recubre con una 
mezcla 1:1 de 3-glicidiloxipropil-trimetoxisilano y trimetoxi[2-(7-oxabiciclo[4.1.0]hept-3-il)etil]silano (0,5 
25 /il/mm 2 ) y se incuba durante 40 minutos sobre una placa calefactora. Las chapas se lavan a fondo con 
acetona, se secan 15 minutos a 55° C y se guardan al vacfo. 

3. Funcionalizacion de ADN con un ligador 
30 Variante A 

ADN sintetizado con un puente de fosforotioato se funcionaliza con exceso de SIAB (4-(yodoaceta- 
mido)-benzoato de N-hidroxisuccinimidilo, Pierce Chemical, Rockford, IL, USA) en DMF. El disolvente 
se evapora al vacfo y el residuo amarillento se lava varias veces con acetato de etilo y luego se seca. En 
35 est as condiciones reacciona exclusivamente el grupo yodoacetamido. El ester de N-hidroxisuccinimida 
permanece intacto para seguir reaccionando con grupos amino en el curso de la inmovilizacion. 

Variante B 

40 El oligonucleotide aminofuncionalizado se hace reaccionar a la temperatura ambiente con un exceso 
de SIAB en DMSO anhidro. El lavado se efectua como en A). En estas condiciones, el SIAB reacciona 
en un 50 % con su grupo yodoacetamido y un 50 % con su grupo N-hidroxisuccinimidoester. Entonces en 
cambio, la inmovilizacion puede tener lugar sobre una placa metalica tratada como en l.D. 

45 Variante C 

Las variantes A) y B) tambien pueden efectuarse de modo analogo con esteres NHS de acidos 
halogenoalquilcarboxflicos. Sin embargo se requieren mayores tiempos de reaction y temperaturas mas 
elevadas. 

50 

4. Fijacion de ADN a placas metdlicas pretratadas 
Variante A 

55 El ADN funcionalizado se disuelve en una solucion saturada de acetato sodico en DMSO anhidro y se 
aplica sobre la placa metalica recubierta. A los 30 minutos de reacci6n se elimina el disolvente restante y 
la placa metalica se lava primero con disolucion de cloruro amonico 1M y despues con agua bidestilada, 
evitando una contamination reefproca de los puntos contiguos. Se repite tres veces este proceso. Luego 
se enjuaga con mucha agua bidestilada y la placa metalica se conserva al vacfo hasta la etapa siguiente 

60 de hibridaci6n. 
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Variante B 

Analogamente a A) tambien es factible la inmovilizacion no covalente con ADN no modificado. En 
este caso se renuncia a la solucion de cloruro amonico 1M en el proceso de lavado. 

5 

Variante C 

La inmovilizacion de ADN-objeto sobre placas MALDI tambien puede realizarse como sigue. El ADN 
aminofuncionalizado (1,5 nmol) se diluye en un tampon de inmovilizacion (K 2 HP0 4 / KH 2 P0 4 1M, pH 
10 7,5). Las superficies funcionalizadas por silanizacion se recubren con esta solucion y se dejan 16-20 h 
en reposo a temperatura ambiente. Las chapas se lavan a continuacion varias veces con el tampon de 
hibridacion y se secan. 

Variante D 

15 

La inmovilizacion de ADN-objeto a una fase solida epoxifuncionalizada puede efectuarse como sigue: 
se suspenden 10 mg de soporte (Eupergit C250 L, Rohm Pharma Polymere) en 1 ml de tampon de 
inmovilizacion (K2HPO4/KH2PO4 1M, pH 7,5). Se anade 1,5 nmol del ADN-objeto a inmovilizar y se 
incuba 24 h a la temperatura ambiente, agitando suavemente. Se retira el sobrante y los grupos epoxi no 
20 reaccionados se desactivan por tratamiento a temperatura ambiente durante 24 h con solucion de glicina 
1M. Se retira el sobrante y se lava varias veces el soporte. El ADN inmovilizado puede conservarse asi a 
-20° C durante mucho tiempo. 

5. Hibridacion y preparacion de muestras 

25 

La hibridacion al ADN-objeto inmovilizado con sondas de PNA (o con sondas de acido nucleico) tiene 
lugar en tampon SBS a la temperatura adecuada para cada sonda. La placa se enjuaga repetidamente, 
primero con tampon SBS y despues con agua bidestilada. La placa metalica se seca al vacio y luego se 
recubre, separadamente en cada punto, con la matriz MALDI (acido a-ciano-4-hidroxicinamico al 1 % en 
30 acetona; o de modo analogo, el respectivo ester metilico para el procedimiento con PNAs/acidos nucleicos 
"marcados con carga", o bien como variante preferida, una mezcla 1:1 del a-ciano-4-hidroxicinamato de 
metilo con acido a-ciano-4-metoxicinamico para los PNAs "marcados con carga" . Alternativamente, el 
recubrimiento tambien se puede efectuar con un pulverizador de matriz. Debido al rapido proceso de 
secado se evita la difusi6n dentro de la serie. 

35 

6. Variantes preferidas 

En las variantes preferidas, la fijacion de un ADN sintetizado con un puente de fosforotioato y funcio- 
nalizado con SIAB segun 2. A tiene lugar en una superficie preparada sobre una placa metalica segun l.B, 
40 por reaction en DMSO anhidro a temperatura ambiente (30 minutos). TV as la hibridacion con las sondas 
de PNA/ ADN marcadas con carga, la placa MALDI se lava con agua bidestilada, se seca y se recubre 
en posici6n horizontal, separadamente para cada punto, con una mezcla de a-ciano-4-hidroxicinamato de 
metilo y acido a-ciano-4-metoxicinamico (como en 5.). 

45 7. Recubrimiento de proteina 

Otra variante consiste en recubrir la superficie metalica de la placa MALDI con proteina. Para ello 
es apropiado el Gen32, una proteina que fija de forma secuencialmente especifica ADN de cadena unica. 
Despues de recubrir la placa con esta proteina puede depositarse una serie de ADNs-objeto. Si la serie 

50 de los ADNs-objeto esta formada por cADN, estos van cebados en la PCR con oligo-dT (p.ej. dTTT- 
TTTTTTTTTT). El oligo-dT interactua fuertemente con el Gen32. El enlace covalente del oligo-dT al 
Gen32 puede lograrse mediante una fotorreticulaci6n con luz UV corta. 36,37 Tras esta inmovilizacion a la 
placa MALDI puede emplearse una biblioteca de sondas, de la manera descrita, para analizar la serie de 
ADNs-objeto. Tambien se proponen interacciones de proteina/ ADN secuencialmente especificas, como 

55 p.ej. GCN4/AP1. 

Otra variante consiste en unir un ADN-objeto biotinizado a una perla magnetica recubierta con 
estreptavidina. Este ADN-objeto se analiza con una biblioteca de sondas y, a continuacion, las partfculas 
magneticas se trasladan a la placa MALDI, donde las sondas, por medio de la matriz y calentando 
60 ligeramente, se transfieren a la matriz. 
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TABLA 1 

Sustituyentes fijados a las subunidades de PNA para la preparation de una biblioteca marcada 
mdsicamente, con una clara relation masa/secuencia. *: Segunda sintesis, con 2 unidades de valina 
como marcador mdsico. Los correspondientes eslabones de sintesis estdn representados en la figura 9 
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Base 


Position 1 


Position 2 


Position 3 
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iPr 
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Me 


iPROCH 2 
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iPROCHJ 
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iBu 


H* 
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REIVINDICACIONES 

1. Procedimiento para identificar una secuencia de nucleotidos en una molecula de acido nucleico, el 
cual comprende las siguientes etapas: 

(a) hibridacion de moleculas de acido nucleico con una serie de sondas de distintas secuencias de 
nucleobases, en que cada sonda posee una masa diferente de todas las demas; 

(b) separacion de las sondas no hibridadas; 

(c) puesta en contacto de las sondas hibridadas con una matriz que favorece la desorcion de las sondas 
mediante un rayo laser; 

(d) analisis de las sondas hibridadas y envueltas por la matriz, sobre un soporte de muestras formado 
por material elect ricamente conductor, en un espectrometro de masas, y 

15 (e) determination de las moleculas de acido nucleico que presentan la secuencia, 

de modo que las posiciones de las sondas en el soporte de muestras permiten una asignacion a la molecula 
de acido nucleico con la cual se hibridan. 



10 



20 



25 



30 



35 



2. Procedimiento segun la rei vindication 1, en que las moleculas de acido nucleico se aplican sobre la 
superficie de un soporte, antes o despues de la etapa (a). 

3. Procedimiento segun la rei vindication 2, en que la superficie soporte es la del soporte de muestras, 
formado por material electricamente conductor. 

4. Procedimiento segiin la reivindicacion 2, en que antes de la etapa (c), el soporte que lleva sobre su 
superficie las moleculas de acido nucleico, con las sondas hibridadas, se aplica sobre el soporte formado 
por material conductor. 

5. Procedimiento segun la reivindicacion 2, en que antes, despues, o por contacto con la matriz en 
la etapa (c), las sondas hibridadas se desprenden de las moleculas inmovilizadas de acido nucleico y se 
aplican sobre el soporte de muestras formado por material electricamente conductor. 

6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 5, en que el soporte de muestras presenta una 
superficie metalica, una superficie recubierta de vidrio o una superficie modificada qufmicamente. 



7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, en que la hibridacion de las moleculas de 
acido nucleico a la superficie del soporte de muestras tiene lugar a traves de un grupo NH2, epoxi o 
SH, recubriendo la superficie del soporte de muestras con un silicato o silano, mediante una interaccion 
proteina-substrato, protema-protema o protema- acido nucleico, o mediante una interaccion de dos com- 
ponentes hidrofobos. 

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, en que la interaccion proteina-substrato es un enlace 
biotina-estreptavidina o un enlace anticuerpo-antigeno. 
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9. Procedimiento segun la reivindicacion 7, en que la interaccion protema-acido nucleico es un enlace 
Gen32-acido nucleico. 

10. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones 1 a 9, en que las sondas son acidos nucleicos 
provistos de un marcador masico. 

11. Procedimiento segun la reivindicacion 10, en que el marcador masico es al mismo tiempo un 
marcador cargado. 

12. Procedimiento segun la reivindicacion 10, en que los acidos nucleicos van provistos adicionalmente 
de un marcador cargado. 

13. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 12, en que las sondas son moleculas modifi- 
cadas de acidos nucleicos. 

14. Procedimiento segun la reivindicacion 13, en que las moleculas modificadas de acidos nucleicos 
son PNAs, acidos alquilfosforotioato-nucleicos o bien acidos alquilfosfonato-nucleicos. 
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15. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 14, en que las sondas se preparan por sintesis 
combinatoria en fase s61ida. 

16. Procedimiento segun la rei vindication 15, en que los distintos eslabones de bases se marcan de 
5 tal modo, que las sondas sintetizadas a partir de ellos se distingan respectivamente por sus masas en el 

espectrometro de masas. 

17. Procedimiento segun la reivindicacion 16, en que el marcador es un grupo metilo, etilo, propilo, 
un grupo alquilo ramificado o lineal, un grupo alquilo, alcoxialquilo, alquilarilo, arilalquilo, alcoxiarilo o 

10 ariloxialquilo ramificado o lineal sustituido con halogeno, o alguna de sus variantes con deuterio u otros 
isotopos. 

18. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 14 a 17, en que las sondas van provistas de, al 
menos, una modification en una position definida y alejada de los nucleotidos aleatorizados, que facilita 

15 una division de las mismas. 

19. Procedimiento segun la reivindicacion 18, en que la modificacion consiste en introducir en la sonda 
un grupo fosforotioato y/o una base de ARN y/o un enlace fosforotriester. 

20 20. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 19, en que la matriz es una solucion de acido 
a-ciano-4-hidroxicinamico en acetona en proporcion 1:9 hasta 9:1, preferentemente en proporcion 1:1, o 
de una mezcla de o:-ciano-4-hidroxicinamato de metilo y acido a-ciano-4-metoxicinamico o sinapico o sus 
derivados metflicos en proporcion 1:9 hasta 9:1, preferentemente en proporcion 1:1. 

25 21. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 19, en que la matriz es acido a- 
ciano-4-hidroxicinamico o bien una mezcla de a-ciano-4-hidroxicinamato de metilo y acido a-ciano-4- 
metoxicinamico o a-ciano-4-hidroxicinamico o sinapico o sus derivados metflicos en proporcion 1:99 hasta 
99:1, preferentemente en proporcion 1:1, que se aplica al soporte de muestras MALDI como solucion 
en acetona, isopropanol, acetonitrilo,. etanol, metanol o agua, o en una mezcla de dos o mas de estos 

30 disolventes. 

22. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 21, en que las sondas se preparan como 
bibliotecas parciales, dotadas de distintos marcadores de masa y/o carga. 

35 23. Un equipo que contiene 

(a) una serie de sondas, tal como esta definida en una de las reivindicaciones 11 a 18 y/o 

(b) un soporte de muestras que esta pretratado, y que por tanto permite la fijacion de una serie de 
40 ADNs-objeto y/o que ya lleva ADNs-objeto fijados. 



45 



50 



NOTA INFORM ATI VA : Conforme a la reserva del art. 167.2 del Convenio de Patentes Europeas (CPE) 

y a la Disposition TVansitoria del RD 2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la 
55 aplicacion del Convenio de Patente Europea, las patentes europeas que designen a 

Espafia y solicitadas- antes del 7-10-1992, no produciran ningun efecto en Espana en 
la medida en que confieran protection a productos quimicos y farmaceuticos como 
tales. 

60 Esta information no prejuzga que la patente este o no incluida en la mencionada 

reserva. 



19 



ES 2 173 670 T3 



1) Distribucion masica de las muestras 



PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 PS P9P10 PI 1P12 P13 P14 




Placa MALDI 



3) Distribucion masica de las muestras hibridadas 

F2 P6 P7 P9 P14 



Fig. 1 
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Inmovilizacion de ADN directamente sobre la placa MALDI 
(e jemplo) 



ADN fijado 



Ligador bifuncio 
nal 

Capa funcionalizada 
preparada con si; 
lanos 




Recubrimiento de 
vidrio/sili 
cato 

( opcional ) 




Fig. 2 
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Fig. 4 
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Fig. 6 
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Sintesis i: 



RestoPNA 



I hi H * K 



v. 



marcador masico 1 
de 3intesis 



Sopor te 



Sintesis 2: 



0 0 



L(J) " L(l) " 



marcador masico 2 J Soporte 
de sintesis j 



. . . .Sintesis n: 



Biblioteca de PNA disenada con 
masas de secuencia especifica 



B = adenina, citosina, guanina, timina o purina - o sus derivados 
pirimidinicos o sus deaza-analogos 



L(n) son distintas series de sustituyentes , escogidas de manera 

especifica para cada base, que se usan en cada etapa de sintesis, 

a fin de obtener el minimo solapamiento de picos en la espectrome- 
tria de masas MALDI 



. Fig. 7 
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Fig. 8 
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